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(54) Title: IMMUNOLOGICAL TEST AND DIAGNOSTIC KIT FOR PROSTATE ADENOCARCINOMA 

^ (54) Titre : TEST IMMUNOLOGIQUE ET KIT DE DIAGNOSTIC D'UN ADENOCARCINOME DE LA PROSTATE 

^ (57) Abstract: The invention concerns an analysis method for diagnosing a prostate adenocarcinoma or a benign prostatic hyper- 
s' trophy in a male patient, not involving prostate biopsy, using the combination of at least a tissue marker (PSA) and at least an 
^ inflammation marker (ACT) for the diagnosis. The invention also concerns a process using said method, an immunological test for 
OO implementing such a method and a diagnostic kit. The invention is applicable to the diagnosis of prostatic adenocarcinoma or benign 
prostatic hypertrophy. 

ON 

^ (57) Abrege : La presente invention concerne une m6thode d'analyse en vue du diagnostic d'un actenocarcinome de la prostate ou 
d'une hypertrophic tenigne de la prostate chez un patient humain male, sans pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise Tassocia- 
O tion d'au moins un marqueur tissulaire (PSA) et d'au moins un marqueur de 1* inflammation (ACT) pour le diagnostic. L' invention 
^ concerne egalement un procede utilisant une telle mSthode, un test immunologique permettant de mettre en oeuvre un tel precede et 
^ un kit de diagnostic. L'invention est appliquee au diagnostic de radenocarcinome ou de 1'hypertrophie benigne de la prostate. 
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Methode, procede, test immunologique et kit de diagnostic d'un adenocarcinome 
de la prostate oil d'une hypertrophic benigne de la prostate 

DESCRIPTION 

La presente invention concerne une methode de depistage ou de diagnostic 
permettant de mettre en Evidence la presence d'un cancer de la prostate dit 
adenocarcinome de la prostate, generalement abregS sous la forme PCa, ou d'une 
hypertrophic benigne de la prostate, dont 1'abreviation est BPH, chez un patient, et ceci 
sans realiser de biopsie. L'invention concerne plus generalement une m6thode 
d' analyse en vue du diagnostic, du pronostic ou du suivi therapeutique d'un cancer chez 
un patient humain. 

Par diagnostic il faut comprendre que le marqueur permet de d6terminer si le 
patient est atteint par une pathologie donnee (ou s'il n'est pas atteint). Par pronostic il 
faut comprendre que le marqueur permet de graduer la gravite de la pathologie. Le 
pronostic peut orienter les choix merapeutiques. Enfin par suivi therapeutique il faut 
comprendre que le marqueur permet de suivre l'efficacite du traitement. En cas d'echec 
du traitement (revel<§ par le marqueur), un traitement alternatif peut etre propose au 
patient. 

Le PSA est produit par l'epimelium glandulaire de la prostate humaine, 
probablement sous une forme zymogene inactive (Lundwall et al. FEBS LeH 1987), et 
est secrete" dans le liquide seminal sous sa forme active (Lilja, J. Clin Invest 1985). 
L'activite biologique du PSA dans le liquide senunal est life a sa fragmentation 
proteolytique limitee des prolines predominantes secretees par les vesicules s^minales 
(Lilja, J. Clin Invest 1985 ; Lilja et al. J. Clin Invest 1987 ; Mc Gee et al Biol, reprod. 
1988). 

Le PSA est le principal marqueur du cancer de la prostate qui affectera, au cours 
de sa vie, un homme sur six en Occident. Cette protease de la famille des kallikreines, 
principalement secretfe par repith&ium prostatique, est retrouvee a une concentration 
de 0,5 a 5 mg/ml dans le liquide seminal et a une concentration un million de fois 
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moindre dans le serum d'un patient. Ainsi, le PSA est trouve normalement a une 
concentration inferieure a 2,5 ng/ml dans le serum. Cependant, cette concentration 
augmente en principe notablement lors d'un cancer de la prostate et mod6rement lors 
d'alterations behignes telles que lTiypertrophie de la prostate benigne (BPH) ou la 
5 prostatite aigue. 

La sequence proteique du PSA a ete determinee. II s'agit d'une glycoproteine 
comportant 237 acides amines ("Molecular cloning of human prostate specific antigen 
cDNA". Lundwall A., LiljaH., 1987. FEBS Lett 214 : 317-322). 



10 Cependant, la zone de recouvrement entre les diffirentes pathologies est 

responsable d'un manque important de sensibiliti et de spicificiti. C'est ainsi que 30 a 
45 % des cancers confine's a la glande, qui constitue un stade pricoce et 
potentiellement curable, ne sontpas dipistes avec le seuil usuel de 4 ng/ml alors que 
trois patients sur quatre sont suspectis a tort. 
15 Par ailleurs, il a 4ti montri ricemment que dans le serum, le PSA s'associait d 

des inhibiteurs de protiase, tels que I ' a-l-antichymostrypsine (ACT), et que I'usage du 
ratio PSA libre sur PSA total permettait d'amdliorer la specific^ du diagnostic. 

L'ACT est une glycoproteine plasmatique de 68.000 Da dont la sequence est 
connue (Chandra T., Stackhouse R., Kidd V. J., Robson K. J., Woo S. L. ; Biochemistry 

20 1983 Oct 25; 22 (22): 5055-5061; Sequence homology between human a-1- 
antichymotrypsin, a-l-antitrypsin, and antithrombin HI). Elle appartient a la famille des 
Seipines et inhibe de nombreuses proteases a Serine, telle l'a-l-antichymotrypsine ou 
le PSA. Sa concentration sanguine augmente en cas de dommage cellulaire suite a une 
blessure, une intervention chirurgicale ou un infection. Elle fait partie des proteines 

25 caracteristiques de la reponse inflammatoire. L'interSt de dosage de TACT a ete decrit 
dans le cas de nombreuses pathologies, telles que l'arthrite rhumatolde, la maladie 
d' Alzheimer, la maladie d'Hodgkin, les cancers gastriques... Mais l'interet du dosage 
de l'ACT serique n'a pas ete demontre a ce jour pour le diagnostic du cancer de la 
prostate. L'etat de la technique pousse meme l'homme du metier a ne pas s'y interesser, 

30 puisque les ratios a base de concentration de PSA sont les seuls preconis6s. 
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L'art antirieur montre done qu'il existe des techniques permettant de 
diagnostiquer le diveloppement d'un cancer de la prostate chez les patients. Ainsi, la 
demande de brevet WO-A-97/12245 revendique une mithode permettant de 
diagnostiquer un adenocarcinome de la prostate sans biopsie. Cette methode consiste d 
mesurer, dans le strum ou dans le sang des patients, la quantitd totale de PSA. Si cette 
valeur est comprise entre 2,5 et 20 ng/ml, on mesure dgalement la concentration de 
PSA libre, On calcule ensuite le ratio PSA libre sur PSA total. Si ce ratio est infirieur a 
7 %, le diagnostic s 'oriente vers un adenocarcinome de la prostate. 

Toutefois, 1'utilisation d'un seuil a 7 %, pour le diagnostic d'un cancer de la 
prostate, est controversy par de nombreux auteurs, comme le montre la publication de 
Lein et al, « Relation of free PSA/total PSA in serum for differentiating between 
patients with prostatic cancer and benign prostate hyperplasia : which cutoff should be 
used? ». Dans ce document public dans la revue Cancer Investigation, 16(1), 45-49, 
1998, il a ete demontnS qu'il est difficile, par le biais de ce ratio, de differencier 
systematiquement un cancer ou adenocarcinome de la prostate, d'une hypertrophic 
benigne de la prostate. 

En outre la publication de Catalona et al., « Prostate Cancer Detection in Men 
With Serum PSA Concentrations of 2,6 to 4,0 ng/ml and Benign Prostate 
Examination », publiee dans JAMA du 14 Mai 1997-Vol 277, No,18, demontre qu'une 
concentration inferieure a 4 ng/ml doit etre prise en consideration pour depister 
precocement un cancer de la prostate. 

La demanderesse a dicrit, dans une demande de brevet WO-A-00/02052, une 
methode de diagnostic qui permet de combler le manque d'efficacite des tests dans la 
zone de concentration de PSA totale supirieuf a 2 ng/ml. A cette fin, les formes 
moleculaires de PSA serique de patients atteints de cancer ou de BPH ont iti 
cartographies par ilectrophorhe bi-dimensionnelle, associi a la detection par 
chimiluminescence, qfin d'observer Vensemble des formes de PSA libre, complexe et 
clivi. 

Ainsi, les profits de strum de cancireux sont relativement homogenes, alors que 
ceux de BPH peuvent comporter une proportion relativement importante de formes 
clivies, et des spots Ugerement plus basiques. 
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H est done demontri que Vaugmentation du ratio PSA libre sur PSA total en cas 
de BPHpeut etre lie a Vexistence de PSA clivd, enzymatiquement inactifet incapable de 
se her a VACT, ou itre en relation avec du PSA libre legkrement basique quipourrait 
correspondre d la forme zymog&ne inactive. 
5 Dans une autre demande de brevet FROO/04591, la demanderesse a mis au 

point des tests immunologiques pour mettre en oeuvre la mithode de diagnostic dicrite 
dans WO-A-00/02052. 

Pourtant, l'utilisation d'anticorps dirigSs contre le PSA libre cliv6 ou non cliv6 
est beaucoup plus difficile car il n'existe pas beaucoup d'anticorps commercialises ou 
10 disponibles si Ton fait abstraction de ceux cites dans la demande de brevet 
FROO/04591. Ce n'est pas ie cas d'autres param&res, tels que PSA total (libre et 
complex^), PSA-ACT, PSA libre total (clive et non clive), qui sont des paramStres 
simples bien connus de P6tat de la technique. Le ratio selon la pr6sente invention est 
etabli par le dosage de paramStres bien connus dans Tart anterieur. II peut done etre 
15 r6alis6 simplement dans la plupart des laboratoires d' analyses mSdicales. 

Ainsi, le PSA complex^ avec TACT est dos6 par exemple k 1'aide d'anticorps 
d^crits dans la demande de brevet WO-A-98/22509. 

Le PSA total est dos6 par exemple k Taide d'anticorps d6crits par H. Nagasaki et 
al. (1999), Clin, Chem. 45 : 4486-4496, ou par Pintenn&iiaire d'anticorps 
20 commercialisms par la soci&6 Scripps Laboratories (San Diego,USA). 

Le PSA libre est dos6 par exemple k l'aide d'anticorps d6crits dans la demande 
de brevet WO 92/01936, ou k l'aide d'anticorps monoclonaux commercialisms par la 
soctet£ ChagaY (Japon). 

Enfin, TACT est dos6 par exemple k l'aide d'anticorps d^crits dans Particle de 
25 Sprecchia G,, Petroboni V., Fratino P., Dander B., Introduction of antichymotrysin 
antibodies : their identification and interference with tryptic activity, BolL Soc. Ital. 
Biol. Sper. 1970 Feb. 15 ; 46(3) : 111-4. Des anticorps permettant de doser PACT sont 
par ailleurs commercialisms par exemple par la soctete Dako (Trappes, France) ou la 
socfetd Valbiotech (Paris, France). Une mSthode de dosage a 6t6 par exemple dScrite 
30 par Calvin J., Price C. P., Measurement of serum alpha- 1-antichymotrypsin by 
immunoturbidimetry, Ann. Clin. Biochem. 1986 ; 23 ; 206-209. 
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L'invention consiste done a doser dans un liquide biologique le PSA libre, le 
PSA total (ou le PSA-ACT) et l'ACT, puis a realiser le ratio suivant : 

[ACT] x [PSA total! 2 

jpSAlibre] ' q eSt ^P™ 6 en (Mg/ml) 2 . 

Le patient est diagnostique comrae ayant un adSnocarcinome de la prostate, si le 
ratio est superieur a une premiere valeur, ou comme ayant une hypertrophie benigne de 
la prostate, si le ratio est inferieur a une deuxieme valeur. 

De plus, par rapport a Pusage du ratio PSA libre / PSA total bien connu dans 
Part anterieur, le ratio selon la presente invention permet d'augmenter de facon tres 
significative la discrimination entre hypertrophie benigne de la prostate et 
adenocarcinome de la prostate. Par consequent, l'invention permet de reduire 
consid&ablement le nombre de biopsies necessaires a la confirmation des pathologies 
malignes. Elle contribue done a require les coQts de sant<5 publique et les desagrements 
occasionnees aux patients lors d'une biopsie. 

Enfin ce ratio cumule en une seule valeur 1'effet de trois parametres : le ratio 
PSA libre / PSA total, le taux de PSA total et le taux d'ACT. De ce feit, le clinicien 
dispose d'une seule valeur a analyser ce qui facilite son interpretation, n n'a plus besoin 
d'analyser de focon concomitante le ratio PSA libre / PSA total et le taux de PSA total 
comme cela est pratique dans Part anterieur. De surcroit, la valeur du ratio de la 
presente invention augmente en cas de cancer alors qu'elle est faible en cas de 
hypertrophie benigne de la prostate. Cette valeur permet ainsi de graduer aisement 
l'avanc£ et la gravity du cancer. 

A cet effet, la prdsente invention concerne une m^thode d'analyse en vue du 
diagnostic, du pronostic ou du suivi thdrapeutique d'un addnocarcinome de la prostate 
ou d'une hypertrophie benigne de la prostate chez un patient humain male, sans 
pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise l'association d'au moins un marqueur 
tissulaire et d'au moins un marqueur de rinflammation pour le diagnostic. 
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Cette m&hode consiste a utiliser le PSA comme marqueur tissulaire et TACT 
comme marqueur de 1'inflammation. 

Selon un mode preferentiel de realisation, le marqueur tissulaire est constitue 
par l'un et preferentieUement deux au moins des parametres suivants imptiques dans un 
ratio : 

• [PSAlibre], 

• [PSA total], et 

• [PSA-ACT]. 

Selon un autre mode preferential de realisation, le marqueur de 1'inflammation 
est constitue par le parametre suivant : [ACT). 

Dans tous les cas de figure et selon une premiere methode, le ratio qui utilise 
l'association d'au moins un marqueur tissulaire et d'au moins un marqueur de 
rinflammation est le suivant : 

[ACT] x [PSA total] 2 
[PSA Iibre] 

Selon cette premiere methode, lorsque le ratio est superieur 30 et 
preferentieUement a 50 (ug/ml) 2 , on diagnostique un adenocarcinome de la prostate, et 
lorsque le ratio est inferieur a 16,5 et preferentieUement a 12 (ug/ml) a , on diagnostique 
une hypertrophie benigne de la prostate. 

Dans tous les cas de figure et selon une deuxieme methode, le ratio qui utilise 
l'association d'au moins un marqueur tissulaire et d'au moins un marqueur de 
1'inflammation est le suivant : 

[ACT] x [PSA - ACT] X [PSA total] 
[PSA libre] 

Selon cette deuxieme methode, lorsque le ratio est superieur a 23 
preferentieUement a 45 (jxg/ml) 2 , on diagnostique un adenocarcinome de la prostate, et 
lorsque le ratio est inferieur a 13,5 et preferentieUement a 9 (ug/ml) a , on diagnostique 
une hypertrophie benigne de la prostate. 

Dans tous les cas de figure et selon une troisieme methode, le ratio qui utUise 
l'association d'au moins un marqueur tissulaire et d'au moins un marqueur de 
rinflammation est le suivant ou le ratio inverse : 
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[ACT] x [PSA- ACT] 2 
[PSA libre] 

Selon cette troisfeme m&hode, lorsque le ratio est sup&ieur k 17 
pn§ferentiellement k 40 (fig/ml) 2 , on diagnostique un addnocarcinome de la prostate, et 
lorsque le ratio est infSrieur k 12 et prgf&entiellement k 7 (ng/ml) 2 , on diagnostique une 
5 hypertrophic b£nigne de la prostate. 

De mantere plus g£n6rale, Finvention a trait k une methode d'analyse en vue du 
diagnostic, du pronostic ou du suivi th£rapeutique d*un cancer chez un patient humain, 
qui utilise l'association d'au moins un marqueur tissulaire et d'au moins un marqueur de 
Tinflanimation pour le diagnostic. 

0 La pnSsente invention concerne £galement un proc&te utilisant une m&hode, 
telle d^crite ci-dessus, qui consiste k : 

- determiner la valeur des paramdtres constituant le ratio qui doit etre utilise, 

- determiner la valeur du ratio, 

- comparer le ratio trouv6 par rapport aux valeurs de reference, et 

5 - diagnostiquer soit un ad£nocarcinome de la prostate, soit une hypertrophic b&iigne de 
la prostate, soit enfin une zone de flou impliquant de plus amples investigations, telles . 
que biopsie, touche digital rectal, ultrasonographie trans-rectale. 

L'invention concerne encore un test immunologique peimettant de mettre en 
oeuvre un proc&te, tel que d£crit pr6c6demment, qui utilise : 
) • un et pr6f£rentiellement deux au moins des anticorps suivants : anti-PSA libre, anti- 
PSA total, et anti-PSA- ACT, en tant que marqueur tissulaire, et 

• anti 7 ACT, en tant que marqueur de F inflammation. 

Enfin Finvention concerne un kit de diagnostic permettant de diagnostiquer, de 
pronostiquer ou de suivre th6rapeutiquement un ad&tocarcinome de la prostate chez un 

1 sujet soup9onn£ d'Stre atteint dudit ad&iocarcinome, ou permettant de difKrencier entre 
une pathologie b&iigne de la prostate et un adenocarcinome de la prostate chez un sujet 
soupponne d'etre atteint par l'une de ces maladies, ledit kit comprenant : 

• des moyens pour doser un et pref&rentiellement deux au moins des paramdtres 
suivants : PSA libre, PSA total, et PSA-ACT, en tant que marqueur tissulaire, et 

• des moyens pour doser FACT, en tant que marqueur de F inflammation. 
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PrSfSrentiellement, les moyens pour doser sont des anticorps. 

Les figures ci-jointes sont donn6es h titre d'exemple explicatif et n'ont aucun 
caract&re Iimitatif. Elles permettront de mieux comprendre Tinvention. 
5 La figure 1 repr^sente un diagramme mettant en Evidence les cas d' hypertrophic 

b&iigne de la prostate et d'ad&iocarcinome de la prostate, en comparant la 
concentration de PSA total (en abscisse) par rapport au pourcentage correspondant au 
ratio des concentrations de PSA libre sur PSA total (en ordonnde). 

La figure 2 repr&ente un diagramme mettant en evidence les cas d'hypertrophie 
10 b&iigne de la prostate et d'ad&iocarcinome de la prostate, en comparant la 
concentration de PSA total (en abscisse) par rapport h la concentration d'ACT (en 
ordonn^e). 

La figure 3 reprdsente un diagramme mettant en Evidence les cas d'hypertrophie 
bdnigne de la prostate et d'ad^nocarcinome de la prostate, en comparant la 
15 concentration d'ACT (en abscisse) par rapport au pourcentage correspondant au ratio 
des concentrations de PSA libre sur PSA total (en ordonnde). 

Enfin, la figure 4 repr&sente un diagramme mettant en Evidence les cas 
d'hypertrophie benigne de la prostate et d'ad&iocarcinome de la prostate, en comparant 
la concentration de PSA total (en abscisse) par rapport k un ratio selon l'invention (en 
20 ordonn6e). 

L'intdrSt du dosage du PSA total et du ratio PSA libre / total sont bien connu 
dans Tart ant<§rieur, comme cela a 6t6 bien expose prdc&iemment Par contre, Tinteret 
du dosage de TACT n'a pas 6t6 ddmontxtf dans un but de diagnostic et de 
25 differentiation entre hypertrophic b&iigne de la prostate et ad<§nocareinome de la 
prostate. 

A - Experiences realisees : 

30 Le PSA libre a 6t6 dos6 avec le kit PPSA Vidas (BioM&ieux) selon les 

recommandations du fournisseur. 
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Le PSA total a 6t6 dos6 avec le kit TPSA Vidas (BioM6rieux) selon les 
recommandations du fournisseur. 

L'ACT a 6t6 dos£ par immunoturbidimdtrie en adaptant une m&hode ddcrite par 
J. Calvin et C. P. Price ("Mesure of serum a 1 -antichymotrypsin by 
5 immxinoturbidimetry" Ann, Clin, Biochem, 1986; 23: 206-209) selon le protocole 
suivant : 

• Preparer le tampon A : Phosphate de Sodium 5 mM, NaCl 130 mM, Polyethylene 
glycol 6000 k 64 g/1, pH=7,2. 

• Preparer la solution B: dilution de l'anticorps anti-ACT (Dako, reference A0022) k 
10 1/16 en tampon A. 

• Preparer une gamme etalon d'ACT par dilution d'ACT purifte (Scipac reference 
PI 59-5) en tampon A. 

• Diluer les scrums k analyser k 1 /l 0 en tampon A. 

• Incuber la gamme et les serums 15 minutes k temperature ambiante. 
15 • Centrifuger la gamme et les s&ums 10 minutes k 2000 g et 1 5°C. 

• Mesurer la complexation de l'anticorps anti-ACT et de TACT en suivant 
Taugmentation de Density Optique (D.O.) k 340 nm et 700 nm sur Tautomate Hitachi 
704. L'appareil est programme pour dilu6 18 jal d'6chantillon dans 141 jal de tampon 
A, r^aliser un blanc serum puis ajouter 141 \xl de solution B et lire la D.O. en point 

20 final. 

• Etablir une courbe etalon en reportant les concentrations de la gamme etalon en 
fonction des D.O. obtenues. 

• Calculer les taux d'ACT des ^chantillons en reportant les D.O. obtenues pour les 
£chantillons sur la courbe etalon. 



25 



t ^ . « [ACT] x [PSA tota l] 2 , , - 

Le ratio suivant est calcute : h J* : ,. t , — — (en ug/mlr 

[PSAhbre] 



Le diagnostic du cancer de la prostate est ports si le ratio precedent est sup6rieur 
inf&rieur&30 (ng/ml) 2 . 
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Le diagnostic de hypertrophic b&ugne de la prostate est porte si le ratio 
pr6c6dent est inf6rieur h 16,5 (ng/ml) 2 . 

Le present ratio de la pr6sente invention a 6t6 appliqug k I'ftude de vingt -huit 
cas (28) de BPH et de trente-huit cas (38) de cancers de la prostate. Les r6sultats sont 
indiqu^s sur le tableau 1 ci-dessous. 



Patient 


athologie 


JT OA lOUl 
f no/nil^ 


PSA 
libre 
(ng/ml) 


AC 1 

A mm fw Jim l\ 


[PSA libre] 
[PSA total] 

(%) 


[ACT] x [PSA total] 2 


rPSA lihrel 


1 


BPH 


1,04 


0,20 


861,40 


19,23 


4,66 


2 


BPH 


1,47 


0,35 


875,20 


23,81 


5,40 


3 


BPH 


3,01 


0,32 


879,00 


10,63 


24,89 


4 


BPH 


8,27 


3,50 


616,30 


42,32 


12,04 


5 


BPH 


7,50 


0,83 


926,30 


11,07 


62,78 


6 


BPH 


3,90 


0,87 


796,80 


22,31 


13,93 


7 


BPH 


16 


2,24 


661,50 


14,00 


75,60 


8 


BPH 


9,13 


2,84 


946,00 


31,11 


27,77 


9 


BPH 


6,22 


1,15 


634,90 


18,49 


21,36 


10 


BPH 


4,01 


0,52 


317,50 


12,97 


9,82 


i H 


BPH 


5,8 


1,86 


465,00 


32,07 


8,41 


12 


BPH 


5,03 


0,46 


279,10 


9,15 


15,35 


13 


BPH 


4,55 


1,01 


518,50 


22,20 


10,63 


14 


BPH 


4,85 


0,41 


578,70 


8,45 


33,20 


15 


BPH 


4,17 


0,71 


969,10 


17,03 


23,73 


! 16 


BPH 


4,52 


1,05 


568,30 


23,23 


11,06 ! 


17 


BPH 


6,81 


1,02 


472,70 


14,98 


21,49 


18 


BPH 


4,16 


0,73 


877,30 


17,55 


20,80 


19 


BPH 


5,55 


1,00 


669,40 


18,02 


20,62 


20 


BPH 


4,6 


0,79 


599,80 


17,17 


16,07 
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21 


BPH 


4,23 


0,44 


458,40 


10,40 


18,64 


22 


BPH 


6,71 


1,56 


536,60 


23,25 


15,49 


23 


BPH 


7,67 


2,57 


911,70 


33,51 


20,87 


24 


BPH 


5,12 


0,54 


559,60 


10,55 


27,17 


25 


BPH 


4,18 


2,28 


804,00 


1 54,55 


6,16 | 


26 


BPH 


5,01 


1,17 


586,90 


23,35 


12,59 


27 


BPH 


7,21 


1,43 


585,10 


19,83 


21,27 


28 


BPH 


5,24 


0,72 


595,70 


13,74 


22,72 


29 


PCa 


2,31 


0,31 


976,10 


13,42 


16,80 


30 


PCa 


12,47 


0,81 


983,80 


6,50 


188,87 


31 


PCa 


46,46 


3,43 


1165,30 


7,38 


733,33 


32 


PCa 


98,82 


7,68 


852,70 


7,77 


1084,24 


33 


PCa 


58,82 


6,84 


1096,00 


11,63 


554,38 


34 


PCa 


17,49 


1,09 


757,00 


6,23 


212,45 


35 


PCa 


31,01 


2,58 


1453,70 


8,32 


541,82 


36 


PCa 


29,83 


1,73 


377,30 


5,80 


194,06 


37 


PCa 


26,51 


3,16 


902,20 


11,92 


200,65 


38 


PCa 


10,57 


0,70 


1059,80 


6,62 


169,15 


39 


PCa 


10,55 


2,09 


2000,00 


19,81 


106,51 


40 


PCa 


11,43 


0,89 


1496,50 


7,79 


219,67 


41 


PCa 


40,39 


10,00 


668,10 


24,76 


108,99 


42 


PCa 


7,9 


1,79 


1549,00 


22,66 


54,01 


43 


PCa 


6,77 


0,61 


1311,70 


9,01 


98,56 


44 


PCa 


5,56 


0,86 


835,20 


15,47 


30,02 


45 


PCa 


10,84 


2,56 


662,70 


23,62 


30,42 


46 


PCa 


713,00 


104,00 


1383,50 


14,59 


6762,77 


47 


PCa 


11,00 


1,21 


703,00 


11,00 


70,30 


48 


PCa 


10,5 


0,84 


801,30 


8,00 


105,17 


49 


PCa 


9 


2,61 


1138,80 


29,00 


35,34 
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50 


PCa 


5,4 


0,38 


722,30 


7,00 


55,72 


51 


PCa 


4000 


567,00 


1026,50 


14,18 


28966,49 


52 


PCa 


9,5 


0,34 


734,40 


3,58 


194,94 


53 


PCa 


9,58 


1,23 


853,30 


12,84 


63,67 


54 


PCa 


7,07 


1,24 


606,20 


17,54 


24,44 


55 


PCa 


4,09 


0,70 


907,90 


17,11 


21,70 


56 


PCa 


6,81 


0,92 


762,50 


13,51 


38,44 


57 


PCa 


18,41 


1,64 


1836,80 


| 8,91 


379,60 


58 


PCa 


8,09 


1,00 


707,00 


12,36 


46,27 


59 


PCa 


20,29 


3,15 


2000,00 


15,52 


261,39 


60 


PCa 


29,98 


7,15 


727,00 


23,85 


91,39 


61 


PCa 


7,39 


1,18 


508,30 


15,97 


23,52 


62 


PCa 


5,42 


0,84 


790,90 


15,50 


27,66 


63 


PCa 


5,66 


0,70 


967,70 


12,37 


44,29 


64 


PCa ; 


5,42 


0,30 


546,90 


5,54 


53,55 


65 


PCa 


4,98 


0,29 


596,30 


5,82 


50,99 


66 


PCa 


4,63 


0,71 


776,00 


15,33 


23,43 



Tableau I ; Analyse de 28 cas de BPH et de 38 cas de PCa 



Les nSsultats obtenus sur le tableau 1 sont repr£sent6s sur les figures 1 & 4. 

La figure 1 illustre le pouvoir de discrimination du taux de PSA total et du ratio 
PSA libre / PSA total, tel qu'il est utilise dans Tart ant&ieur. La representation montre 
que ces deux dosages ne sont pas correStes et conduisent & des informations 
compl&nentaires et ind6pendantes. 

Ainsi, si Ton reprend la valeur de 7 % qui a €t€ mise en exergue lors de 
Tanalyse de l'6tat de la technique, il faut constater que si tous les cas, dont le ratio est 
inf&rieur k 7 %, sont des cas de cancer, il n'en va pas de m&ne au dessus puisqu'entre 7 
et 30 % les adenocarcinomas de la prostate et les hypertrophies b&iignes de la prostate 
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sont parfaitement melanges. II n*y a qu'au dessus de 30 % que tous les cas sont des 
hypertrophies benignes de la prostate. 

Dya done une zone de flou qui est incompatible avec les problfemes de sante 
publique qui peuvent Stre g6n6r6es. Dya meme une majorite de faux n6gatifs puisque 
5 vingt-quatre (24) des trente-huit (38) cas de cancer sont dans cette zone. 

La figure 2 illustre le pouvoir de discrimination de TACT associe au PSA total. 
La representation montre que ces deux dosages ne sont pas correies et conduisent k des 
informations compl&nentaires et independantes. 

10 

La figure 3 illustre le pouvoir de discrimination de TACT associe au ratio PSA 
libre / PSA total. La representation montre que ces deux dosages ne sont pas correies et 
conduisent k des informations compl&nentaires et independantes. 

15 II rtsulte done des figures 1 k 3 que les dosages de FACT, du PSA total et du 

PSA libre / PSA total conduisent k des informations compiementaires mais 
independantes. II est done impossible de tirer des conclusions lorsque Pon regarde ces 
diagrammes (figures 2 et 3) ou bien leur interpretation est difficile et delicate (figure 1). 
L'association de ces trois parametres en une seule valeur selon le ratio decrit 

20 dans la presente invention permet de manfere surprenante d'associer la pertinence de 
chacun de ces parametres pris separement. 

La figure 4 illustre le pouvoir de discrimination de 1'invention caracterise par 

„ a ^ r i n2 [ACT] x [PS A total] 2 

l'usage du ratio en fag/ml) 2 : L * 1 — i- . 

[PSA hbre] 

25 Elle montre k titre d'exemple la correlation entre ledit ratio et le taux de PSA 

total, 

Les quatre tableaux 2 k 5 qui suivent illustrent I'interSt de l'invention par rapport 
k l'usage du ratio PSA libre / total bien connu dans Tart anterieur. 
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[PSA libre] 
[PSA total] 


<; 7 % 


7 a 25% 


£25% 


PCa 


8/38 = 21,1% 


29 / 38 = 76,3 % 


1 / 38 = 2,6% 


BPH 


0/28 = 0% 


23/28 = 82,1% 


5/28= 17,9% 



Tableau 2 : Pouvoir discriminant du ratio ~t] en utilisant les seuils d6finis 

[PSA total] 



dans la demande de brevet WO-A-97/12245 



[PSA libre] 
[PSA total] 


£7% 


7a25% 


£25% 


PSA total 


£ 10 ng/ml 


> 4 mais < 10 ng/ml 


< 4 ng/ml 


PCa 


24 / 38 = 63,2 % 


12 / 38 = 31,6 % 


2/38 = 5,3% 


BPH 


1/28 = 3,6% 


18/28 = 64,3% 


9/28 = 32,1 % 



Tableau 3 : Pouvoir discriminant du ratio ~~ avec les seuils precedents 

[PSA total] 



associ6s aux seuils de PSA total 



10 



[PSA libre] 
[PSA total] 


^ 10,4 % 


10,4 a 29% 


£29% 


PCa 


15/38 = 39,5% 


22 / 38 = 57,9 % 


0/38 = 0% 


BPH 


2/28 = 7,1 % 


21/28 = 75% 


5/28= 17,9% 
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Tableau 4 : Pouvoir discriminant du ratio pg^totaTI en uti«sant des seuils optimises 

. fACT] x [PSA total] 2 
de facon comparables a ceux du ratio [PSA libre] 



[ACT] x [PSA total] 2 
[PSA libre] 


2: 30 (ug/ml) 2 


16,5 a 30 (ug/ml) 2 


<, 16,5 (ug/ml) 2 


PCa 


32/38 = 84,2% 


6/38 = 15,8% 


0/38 = 0% 


BPH 


3/28 = 10,7% 


12/28 = 42,9% 


13/28 = 46,4% 



fACT] x [PSA to tal] 2 - 
Tableau 5 : Pouvoir discriminant du ratio jp S ^ abre ] en utlhsant des seuils 

optimises 



10 On remarque ais6ment que par rapport aux meilleurs criteres utilises dans Tart 

ant&ieur (tableau 4), le ratio propose par la pr6sente invention (tableau 5) permet 
d'augmenter trfes significativement le nombre de cas de cancer et de BPH correctement 
diagnostiqu6s (respectivement 32 contre 24 et 13 contre 9) et par la meme occasion de 
r6duire considerablement la zone d'incertitude (Iff contre 30). 

15 Le nombre de faux diagnostics est identique dans les deux cas, puisqu'il y a, 

pour notre invention, trois (3) cas qui sont classes comme hypertrophies b&iignes de la 
prostate suite k une biopsie, alors que le ratio selon notre prSsente invention 6tablissait 
des ad&iocareinomes de la prostate. Dans le cas de ratios, selon V&tot de la technique, 
deux (2) cas de cancers par biopsie sont en fait des hypertrophies benignes de la 

20 prostate et une (1) hypertrophic b&rigne de la prostate est en fait une ad^nocarcinome 
de la prostate pour Tart anterieur. 
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Mdme s'il y a le m&ne nombre de faux positifs, notre ratio est plus favorable, 
car nous n'avons pas de cas de patient ayant un ad&iocarcinome de la prostate et qui 
n'est pas d6pist6, alors qu'il y a deux cas selon P6tat de la technique. 

5 II faut noter que contrairement k Tart antSrieur (tableaux 2 et 3), la pr£sente 

invention ne diagnostique aucun cas de cancer de fafon erronSe. Cette situation est 
beaucoup plus facheuse que le diagnostic errond de hypertrophie b&iigne de la prostate 
qui est possible, quoique rare, dans la prdsente invention (2 sur 66), En effet, un 
diagnostic de cancer de la prostate est classiquement confirm^ par biopsie ce qui 

10 minimise le risque de diagnostiquer k tort un cancer. 

En revanche, aucune biopsie n'est pratiquSe dans le cas d'un diagnostic de 
hypertrophie benigne de la prostate. En consequence, une personne atteinte d'un cancer 
et faussement diagnostiquSe comme souffrant d'une hypertrophie benigne de la prostate 
ne subira pas de th&rapie adequate. Son cancer risque alors d'dtre diagnostiquS 

15 ultfrieurement, & un stade plus avance, ce qui r6duit ses chances de guSrison et son 
esperance de vie. 

B - Experiences r£alisables et Sventuellement realises : 

20 Toute autre m&hode de dosage des trois param&tres (PSA libre, PSA total et 

ACT) est utilisable. A titre d'exemple, nous avons Sgalement mis en oeuvre un dosage 
de TACT par immuno&ectrophordse et par ELISA. 

Ce protocole de dosage de TACT par immunoSlectrophorese a &t6 r6alis6 selon 
25 la methode de C. B. Laurell (Anal. Biochem; 1966, 15, 45-52) et adaptant une 
technique ddcrite par J. Calvin et C. P. Price ("Mesure of serum al-antichymotrypsin 
by immunoturbidimetry" Ann. Clin. Biochem, 1986 ; 23: 206-209). Ce protocole 
consiste en les Stapes qui suivent : 

• Preparer le tampon C : Veronal acide 1,842 g/1, Veronal sodde 10,3 g/1, acetate de 
30 sodium 5,8 g/1, pH=8,6. 

• Preparer la solution D : NaCl 9 g/1, bleu de BromophSnol 0,01 %. 
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• Preparer la solution E : Dissoudre 10 g/1 d'Agarose dans le tampon C (dilu6 au 1/4) 
en chauffant la solution au bain marie puis la laisser refroidir a 55°C. Ajouter 147 |il 
d'anticorps anti-ACT (Dako, reference A0022) pour 22 ml de solution d'agarose. 

• Preparer la solution F : Ethanol 25%, acide Ac6tique 10%, eau d6min6ralis6e 65%. 

• Preparer la solution G : Bleu de Coomassie R-250 dilu6 4 1,15 g/1 en solution F. 

• Couler 22 ml de solution E k 55°C sur une plaque de 10x13 cm de gel bond Agarose 
(Pharmacia, r6ference 80-1 129-32). Laisser refroidir et g^lifier. 

• Realiser des puits de 2 mm de diam&tre sur le bord du gel de 1 3 cm. 

• Installer le gel sur une cuve d'immunoeieetrophordse (Gelman Science, Deluxe 
Electrophoresis Chamber) avec des m&ches appliquees sur les bords du gel et 
trempant dans le tampon C, 

• Preparer une gamme 6talon d'ACT par dilution d'ACT purifte (Scipac reference 
P159-5) en tampon D. 

• Diluer les scrums au 1/10 en tampon D. 

• DSposer sur le gel 2 |il d'&hantillon ou de point de gamme par puits. 

• Laisser migrer environ .1 heure 1 0 minutes k 200 V et 400 mA. 

• S6cher le gel par buvardage puis k T6tuve k 37^. 

• Colorer 1 minute avec la solution G. 

• D6colorer avec la solution F jusqu'£ obtenir un bruit de fond acceptable. 

• Mesurer la hauteur des arcs de precipitation (rockets) visibles sur le gel. 

• Etablir une courbe 6talon en reportant les concentrations de la gamme etalon en 
fonction des hauteurs obtenues. 

• Calculer les taux d'ACT des £chantillons en reportant les hauteurs obtenues pour les 
6chantillons sur la courbe 6talon. 

II est Sgalement possible d'effectuer un protocole de dosage de TACT par 
ELISA sur rnicroplaque. Dans ce cas le protocole consiste dans les etapes suivantes : 

• Preparer le tampon H : Tris(hydroxymethyl)-aminomethane 0,2 M, Acide Mateique 
0,2 M,pH=6,2. 

• Preparer la solution I : tampon H plus 5% de cas&ne hydrolys£e. 
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• Preparer le tampon J : tampon H plus 0,5% de tween 20. 

• Preparer la solution K : Tris(hydroxymethyl)-aminomethane 0,1 M, NaCl 0,1 M, 
MgCl 2 1 mM, ZnCl 2 0,1 mM, azide de sodium 0,9 g/1, pH=6,5. 

• Diluer Tanticorps anti-ACT (Dako, r6f<§rence A0022) k 1,86 ^ig/ml en tampon H. 

• Ripartir 100 |il de solution d'anticorps anti-ACT par puits de microplaque. Incuber 1 
heure k 37°C. Aspirer la solution. 

• Ripartir 200 |xl de solution L Incuber 1 heure k 37°C. Aspirer la solution. 

• Preparer une gamme <§talon d'ACT par dilution d'ACT purifie (Scipac r6fgrence 
PI 59-5) en tampon H. 

• Diluer les scrums k 1/500 en tampon H. 

• Incuber 100 jil d'6chantillon ou de point de gamme par puits 1 heure k 37 b C. 

• Laver par 3 x 300 \xl de tampon J. 

• Diluer le conjugu6 anti-ACT couple k la phosphatase alcaline (bioM&ieux) dans la 
solution K au 1/500. 

• Incuber 100 |xl de conjuguS par puits 1 heure &37°C. 

• Laver par 3 x 300 \il de tampon J. 

• R6v6Ieravec 100 ^1 de substmt piara-Nitro-Phenyl-Phosphate (pNPP). 

• Stopper la relation par 100 |xl de soude 1M. 

• Lire sur photospectrom&tre k 405 tun avec soustraction du bruit de fond & 630 nm. 

• Etablir une courbe 6talon en reportant les concentrations de la gamme 6talon en 
fonction des D.O. obtenues. 

• Calculer les taux d'ACT des 6chantillons en reportant les D.O. obtenues pour les 
echantillons sur la courbe gtalon, 

C - Modifications possibles de la m£thode : 

II est 6galement possible de mesurer le PSA-ACT en lieu et place du PSA total 
et d'utiliser le ratio suivant : 

[ACT] x [PSA -ACT] 2 

[PSAUbre] «<WM> . 
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Le patient est diagnostiquS comme ayant un ad&iocarcinome de la prostate, si le 
ratio est sup&ieur k une premiere valeur, ou comme ayant une hypertrophie b6nigne de 
la prostate, si le ratio est infifrieur k une deuxteme valeur. 

II est Sgalement possible d ! utiliser la concentration en PSA-ACT et en PSA total 

et d'utiliser le ratio suivant : 

[ACT] x [PSA - A CT] x [PSA total] . a 

[PSAlibre] ? «(Mgtol) . 

L'inversion des ratios conduit bien 6videmment aux m&nes diagnostics que les 
ratios repr6sent6s dans l'invention a condition d f adapter les seuils aux nouveaux calculs. 

De fa$on interessante, l'invention permet de diagnostiquer un cancer de la 
prostate sans utiliser de marqueur tumoraux stricto sensu. En effet, le PSA et TACT 
sont aussi bien exprimSs chez un individu sain que chez un individu atteint d'un cancer 
de la prostate. En fait, le diagnostic repose ici sur 1'association d'un marqueur tissulaire 
(le PSA) et d'un marqueur de Tinflammation (FACT). Or le seul marqueur k vis6e 
diagnostique utilise actuellement en cancerologie est le PSA. 

De nombreux marqueurs tumoraux ont 6t6 d&rits, mais aucun ne permet un 
dSpistage prScoce de la maladie, leur utilisation est g6n&ralement limits k un usage 
pronostique ou de suivi thSrapeutique. L'invention d&nontre done 1'interSt de 
1'association d'un marqueur tissulaire k un marqueur de Tinflammation pour le 
diagnostic d'un type de cancer. Une approche comparable est possible pour le ddpistage 
d'autre type de cancer, ce qui serait extremement utile. 
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REVENDICATIONS 

1. M£thode d* analyse en vue du diagnostic, du pronostic ou du suivi 
th&apeutique d'un addnocarcinome de la prostate ou d'une hypertrophic bdnigne de la 
prostate chez un patient humain mSle, sans pratiquer de biopsie prostatique, qui utilise 
l'association d'au moins un marqueur tissulaire et d'au moins un marqueur de 
rinflammation pour le diagnostic. 

2. Methode, selon la revendication 1, caract6ris6e en ce qu'e lle consiste 
&utiliser le PSA comme marqueur tissulaire et TACT comme marqueur de 
rinflammation. 

3. Methode, selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caract&isee en ce 
qug le marqueur tissulaire est constitu6 par Tun et pr6f&rentiellement deux au moins des 
param&res suivants impliqu6s dans un ratio : 

• [PSAlibre], 

• [PSA total], et 

• [PSA-ACT]. 

4. Mdthode, selon Pune quelconque des revendications 1 ou 2, caract6ris6e en ce 
gug le marqueur de rinflammation est constituS par le paramdtre suivant : [ACT]. 

5. Methode, selon Pune quelconque des revendications 1 a 4, caractfrisfe en ce 
que le ratio qui utilise l'association d'au moins un marqueur tissulaire et d'au moins un 
marqueur de rinflammation est le suivant : 

[ACT] x [PSA total] 2 
[PSA libre] 

6. M6thode s selon la revendication 5, caracterisee en ce q ue lorsque le ratio est 
sup&rieur 30 et pn§f6rentiellement k 50 (p,g/ml) 2 , on diagnostique un ad&iocarcinome de 
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la prostate, et lorsque le ratio est inf&ieur k 16,5 et pr&Srentiellement k 12 (fxg/ml) 2 , on 
diagnostique une hypertrophie b6nigne de la prostate. 

7. M6thode, selon Tune quelconque des revendications 1 & 4, caract6ris6e en ce 
5 que le ratio qui utilise 1'association d'au moins un marqueur tissulaire et d'au moins un 

marqueur de Tinflammation est le suivant : 

[ACT] x [PSA - ACT] x [PSA total] 
[PSAlibre] 

8. M6thode, selon la revendication 7, caract&isge en ce que lorsque le ratio est 
10 sup&ieur 23 preffcrentieUement k 45 (ng/ml) 2 , on diagnostique un ad&iocarcinome de la 

prostate, et lorsque le ratio est inferieur k 13,5 et prSf&entiellement k 9 (jig/ml) 2 , on 
diagnostique une hypertrophie b&iigne de la prostate. 

9. M&hode, selon Tune quelconque des revendications 1 & 4, caract6ris£e en ce 
15 que le ratio qui utilise Tassociation d'au moins un marqueur tissulaire et d'au moins un 

marqueur de Hnflammation est le suivant ou le ratio inverse : 

[ACT] x [PSA -ACT] 2 
[PSAlibre] 

10. M6thode, selon la revendication 9, caract6ris6e en ce que lorsque le ratio est 
20 sup&ieur 17 pr6fgrentiellenient k 40 (ng/ml) 2 , on diagnostique un ad^nocarcinome de la 

prostate, et lorsque le ratio est inf&rieur k 12 et pr6f<Srentiellement k 7 (ng/ml) 2 , on 
diagnostique une hypertrophie b6nigne de la prostate. 

11. Methode d'analyse en vue du diagnostic, du pronostic ou du suivi 
25 th&apeutique d'un cancer chez un patient humain, qui utilise i'association d'au moins 

un marqueur tissulaire et d'au moins un marqueur de Tinflammation pour le diagnostic. 

12. Proc6d6 utilisant une m&hode, selon Tune quelconque des revendications 1 
410, caract&isg en ce quM l consiste k : 
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- determiner la valeur des paramfctres constituant le ratio qui doit 6tre utilise, 

- determiner la valeur du ratio, 

- comparer le ratio trouv£ par rapport aux valeurs de reference, et 

- diagnostiquer soit un ad£nocarcinome de la prostate, soit une hypertrophic Wnigne de 
la prostate, soit enfin une zone de flou impliquant de plus amples investigations, telles 
que biopsie, touche digital rectal, ultrasonographic trans-rectal. 

13. Test immunologique permettant de mettre en oeuvre un proc£d6, selon la 
revendication 12, qui utilise : 

• un et pref£rentiellement deux au moins des anticorps suivants : anti-PSA libre, anti- 
PSA total, et anti-PSA- ACT, en tant que marqueur tissulaire, et 

• anti-ACT, en tant que marqueur de r inflammation. 

14. Kit de diagnostic permettant de diagnostiquer, pronostiquer ou suivre 
th£rapeutiquement un addnocarcinome de la prostate chez un sujet soup9onn£ d'etre 
atteint dudit adenocarcinoma, ou permettant de differencier entre une pathologie 
b6nigne de la prostate et un ad&iocarcinome de la prostate? chez un sujet soup9onn6 
d'etre atteint par Tune de ces maladies, ledit kit comprenant : 

• des moyens pour doser un et pr6ferentiellement deux au moins des paramfctres 
suivants : PSA libre, PSA total,.et PSA-ACT, en tant que marqueur tissulaire, et 

• des moyens pour doser TACT, en tant que marqueur de l'inflammation. 

15. Kit selon la revendication 13, dans lequel lesdits moyens sont des anticorps. 
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